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RESUMO 
 
A fotossíntese é um processo biológico realizado pelas plantas através da 
energia da luz solar, dióxido de carbono e água. A luz solar precisa ser absorvida, e 
as moléculas responsáveis por esta absorção são chamadas de pigmentos 
fotossintéticos. Dentre os mais importantes estão as clorofilas e os carotenoides, 
que desempenham um papel importante, tanto na natureza quanto na indústria. A 
concentração do pigmento em várias matrizes de amostras pode ser determinada 
por espectrofotometria, método simples de identificar pigmentos principais presentes 
numa mistura, e por cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC), que vem 
ganhando espaço em decorrência das suas vantagens quando comparada à 
cromatografia liquida de alta eficiência (HPLC) por possuir inúmeras vantagens. 
Esse trabalho propôs metodologia para determinação dos pigmentos presentes em 
amostra de cenoura e espinafre por UPLC-DAD e espectrofotometria de absorção 
molecular. A metodologia UPLC foi realizada utilizando coluna C18 (50 mm x 2,1 mm 
d.i., 1.8 μm), com fase móvel composta por acetonitrila/água com 0,1% 
Trietanolamina e acetato de etila em modo gradiente, monitorado em 445 nm, com 
volume de injeção de 5 µL e fluxo de 1 mL.min-1. Na análise por UPLC, em amostra 
de cenoura obteve-se 0,14 ± 0,08 µg mL-1 para luteína e 8,26 ± 0,31 µg mL-1 para β-
caroteno, totalizando 8,40 ± 0,39 µg mL-1 de carotenoides totais. Em amostra de 
espinafre obteve-se 6,65 ± 0,05 µg mL-1 para luteína, 5,58 ± 0,08 µg mL-1  para β-
caroteno, totalizando 12,23 ± 0,13 µg mL-1  de carotenoides totais. Para as clorofilas 
a e b, obteve-se 58,88 ± 0,76 µg mL-1 e 23,27 ±0,20 µg mL-1, respectivamente. Na 
análise por espectrofotometria, utilizando cubeta de 1 cm e leituras realizadas nos 
comprimentos de onda de 470 nm; 644,8 nm e 661,6 foi encontrado para cenoura 
6,74 µg mL-1 de carotenoides totais, e para a amostra de espinafre 53,46 µg mL-1 de 
clorofila a, 17,58 µg mL-1 de clorofila b e 14,01 µg mL-1 de carotenoides totais. A 
avaliação das concentrações obtidas em cada metodologia e os parâmetros de 
análise foram comparados.  
 
 
Palavras-chave: Pigmentos fotossintéticos, UPLC-DAD, espectrofotometria UV-Vis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Há um fornecimento constante de energia que é preciso para a manutenção 
da vida no planeta. A diferença fundamental entre plantas e animas é a forma de 
obtê-la. Os animais adquirem matéria orgânica através da alimentação e energia 
química através da respiração. Já as plantas, utilizam a luz solar que incide sobre os 
pigmentos fotossintéticos, capturando essa energia luminosa e a convertendo em 
energia química, calor e fluorescência. Esse processo é chamado de fotossíntese, 
um dos mais importantes para a manutenção da vida no planeta. 
Os pigmentos fotossintéticos são essenciais para o desenvolvimento das 
plantas, pois são responsáveis pela captura da energia solar incidente usada na 
fotossíntese, sendo assim capazes de absorver a luz visível. Dentre esses 
pigmentos. Os pigmentos diferem quanto à faixa do espectro da luz visível, na qual 
cada uma absorve luz com mais eficiência, e o seu perfil de absorção de luz é 
chamado de espectro de absorção. 
O termo “pigmento” significa substância colorida, e a cor do pigmento 
fotossintetizante depende das faixas do espectro da luz visível que ele absorve, 
assim refletindo sua cor complementar, que é vista a olho nu. Estes pigmentos 
fotossintéticos podem ser as clorofilas a, b ou c, carotenos ou xantofilas e possuem 
grande importância, seja na natureza (na fotossíntese), na agricultura e 
consequentemente na alimentação. Como mostram diversas pesquisas, o poder 
antioxidante de alguns pigmentos é utilizado na prevenção de diversas doenças e 
também como corantes alimentares naturais, substituintes dos corantes sintéticos, 
que possuem maior potencial alergênico e cancerígeno. 
Dessa forma, esse trabalho teve como intenção a caracterização e a 
quantificação dos pigmentos fotossintéticos clorofila e carotenoides, encontrados em 
cenoura e espinafre, através de técnica de cromatografia líquida de ultra eficiência 
com detector de arranjo de diodos (UPLC-DAD). E também pela técnica de 
espectrofotometria no ultravioleta-visível.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 Fotossíntese 
 
Há cerca de 300 anos atrás, diversos pesquisadores especulavam a 
construção da noção do que realmente seria o processo da fotossíntese. 
Naturalistas acreditavam que assim como os animais, as plantas extraíam seu 
alimento do ambiente externo, sendo que esta fonte de nutrientes seria o solo, já 
outros estudiosos, a partir de suas pesquisas afirmavam que a matéria da planta não 
provinha do solo, e sim da água.1 
Um dos temas que revolucionou o estudo da química foi a combustão, sendo 
o estudo da fisiologia vegetal um papel relevante nas pesquisas então desenvolvidas 
a partir deste. Nos anos subsequentes, pesquisas diferentes se complementavam, 
até que Lavoisier e Laplace formularam a noção de fotossíntese em bases 
modernas, onde este processo não envolvesse simplesmente a troca de gases, mas 
sim de uma transformação química que se assemelha a uma combustão, confirmado 
através de experimentos com a ajuda de Laplace. Mas várias pesquisas posteriores 
ampliaram a compreensão do processo, até que em 1941, as especulações do 
pesquisador C. B. Van Niel foram confirmadas, constatando-se com evidencias 
experimentais de que todo o oxigênio produzido durante a fotossíntese provém da 
água.1 
O termo fotossíntese significa literalmente, “síntese usando a luz”, e consiste 
em dois processos acoplados. O primeiro estágio é de caráter fotoquímico, que 
compreende a absorção de luz e o transporte de elétrons; o outro é bioquímico, com 
a captação do gás carbônico e formação de compostos que encadeiam os átomos 
de carbono e retêm a energia absorvida a partir da luz solar nas ligações químicas 
das moléculas formadas.2 
Para que a energia da luz possa ser utilizada na fotossíntese, ela precisa 
primeiramente ser absorvida. Moléculas responsáveis por esta absorção são 
chamadas de pigmentos fotossintéticos.3 O processo básico da fotossíntese pode 
ser representada na Figura 1.4 
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Figura 1: Representação esquemática do processo de fotossíntese 
 
Fonte: Estudo prático4 
 
São os pigmentos fotossintéticos que captam e utilizam a energia solar para 
oxidar a água, liberar oxigênio e reduzir o gás carbônico, produzindo compostos 
orgânicos, sendo estes primeiramente açúcares. Assim, três fatores são 
essencialmente básicos para a realização da fotossíntese, a energia solar, o dióxido 
de carbono e a água.5 
Segundo a reação química (Eq. 1), há a formação da glicose, e esta, somente 
é possível devido à transformação da energia solar em energia química, sendo 
utilizada pela planta na realização de suas funções metabólicas, ou seja, é o seu 
principal combustível, possibilitando suas funções vitais. Sem a fotossíntese, não 
existiria vida em nosso planeta, pois é através dela que se inicia toda a cadeia 
alimentar. Daí a grande importância das plantas, vegetais verdes e alguns outros 
organismos. Além disso, à medida que a planta produz glicose ela elimina oxigênio, 
qual também é muito importante para a manutenção da vida no planeta.6 
 
 
 
É estimado que 40% da massa seca de uma planta consistem em carbono 
fixado no processo da fotossíntese.7 Ainda que a eficiência dessa transformação em 
(1) 
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biomassa através da fotossíntese seja de aproximadamente 6%, este constitui um 
dos mecanismos mais eficientes de produção de energia do planeta.8 
 
2.2 Efeitos da Luz 
 
A luz, fonte primária de energia na fotossíntese, é parte da radiação 
eletromagnética que é visível ao olho humano. A fotometria é o ramo da óptica que 
se preocupa em medir a luz, em termos de como seu brilho é percebido pelo olho 
humano. Os métodos fotométricos usam a luz que possui características de uma 
partícula (fóton) e de uma onda eletromagnética, para medir algo (métrico), que é 
geralmente a concentração de um cromóforo, isto é, um composto que tem 
capacidade de interagir com a luz, devido a sistemas conjugados que são geradas a 
partir de séries de ligações duplas e simples alternadas, ou complexos metálicos 
que surgem da divisão de orbitais “d” ao vincular metais de transição com ligantes.9 
As plantas utilizam-se dessa radiação fotossinteticamente ativa, a chamada 
luz visível, com comprimentos de onda que vão do violeta, com cerca de 400 nm, ao 
vermelho, com 700 nm. Cada molécula de clorofila pode absorver apenas um 
quantum de energia de cada vez, o que causa excitação de um determinado elétron 
de um dos átomos da molécula. Os elétrons que estão em orbitais no estado estável 
do átomo recebem a energia e podem se deslocar para orbitais mais distantes do 
núcleo, a uma distância que é proporcional à energia de um fóton que absorveu. A 
molécula do pigmento encontra-se, então, no estado excitado, e é esta energia de 
excitação que é usada na fotossíntese. As clorofilas e outros pigmentos 
permanecem no estado excitado por períodos muito curtos, de aproximadamente 1 
(um) bilionésimo de segundo (10-9) e a energia é perdida por calor ou por 
fluorescência.10 
Todos os pigmentos fotossintéticos absorvem seletivamente certos 
comprimentos de onda de luz. A luz que é absorvida pode ser usada pela planta 
para promover reações químicas, deixando transmitir aos olhos humanos apenas 
aqueles comprimentos de onda não absorvido. A energia absorvida pelos pigmentos 
é transferida para sítios bem definidos, localizados sobre as membranas tilacóides, 
os chamados centros de reação.11 
O espectro eletromagnético cobre uma ampla faixa de energias, e referentes 
comprimentos de onda. As “cores” da luz (comprimentos de onda) não possuem a 
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mesma energia, pois o nível energético de um fóton é inversamente proporcional ao 
seu comprimento de onda. Essas regiões espectrais incluem os raios Ɣ (gama), os 
raios X, ultravioleta (UV), visível, infravermelho (IV), micro-ondas e radiofrequência 
(RF), como pode ser observado na figura 2.12 O equipamento mais utilizado no 
método fotométrico é o espectrofotômetro, projetado para a medida da absorção de 
radiação no ultravioleta, visível ou no infravermelho, na qual emprega um filtro para 
seleção do comprimento de onda juntamente com um transdutor de radiação 
adequado, gerando um espectro de absorção. A cor é relacionada com os diferentes 
comprimentos de onda do espectro eletromagnético.13  
A concentração do pigmento em várias matrizes de amostras pode ser 
determinada pelo método espectrofotométrico, que é um método clássico e, ao 
mesmo tempo, a maneira mais simples de identificar pigmentos principais presentes 
numa mistura.14 
 
Figura 2. Diagrama de um espectro eletromagnético 
 
Fonte: HALLIDAY e RESNICK (2009) 
 
2.3 Pigmentos Fotossintéticos 
 
Pigmentos fotossintéticos são também chamados de fotorreceptores, pois 
absorvem a luz solar para eventual uso em processo fisiológico. Dentre os mais 
importantes pigmentos presentes nos vegetais, estão às clorofilas e os carotenoides. 
A maioria das células fotossintetizantes contêm dois tipos de clorofila, e um deles 
sempre é a clorofila a, que é o pigmento utilizado para realizar a fotoquímica, o 
primeiro estágio do processo fotossintético. O segundo tipo de clorofila geralmente é 
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a clorofila b, encontrada nos vegetais superiores, ou a clorofila c encontradas em 
muitas algas, auxiliam na absorção de luz e na transferência da energia radiante 
para os centros de reação, sendo assim chamados de pigmentos acessórios, como 
os carotenoides.3 
O termo pigmento significa substancia colorida e a cor refletida de cada 
pigmento depende da região do espectro da luz visível em que ele absorve. 
Conforme o pigmento, diferente é a faixa espectral absorvida, dependendo da sua 
eficiência para captar a luz (sol) para assim desencadear o processo fotossintético. 
A clorofila tem absorção máxima na faixa do azul e vermelho, onde está o espectro 
de ação para a fotossíntese, refletindo a olho nu a luz verde.9 Do mesmo modo, os 
carotenóides (carotenos e xantofilas), absorvem na faixa do azul e violeta, sendo 
geralmente vermelhos, laranjas e amarelos.15 
O estudo destes pigmentos tem auxiliado no desenvolvimento de tecnologias 
para maximizar a produtividade agrícola e possibilitar o zoneamento agroclimático 
de muitas culturas, podendo ser utilizados como parâmetros indicativos de estresse 
nas plantas.16  
Estes desempenham um papel importante, tanto em natureza quanto na 
indústria e são amplamente utilizados como aditivos ou suplementos na indústria de 
cosméticos, produtos farmacêuticos, corantes naturais e principalmente nos 
alimentos, devido suas diferentes colorações, uma propriedade de grande 
importância tecnológica uma vez que a cor é o atributo que mais influencia a 
aceitação dos alimentos.17 Os pigmentos fotossintéticos não podem ser sintetizados 
por tecidos animais, mas possuem muitas funções importantes no organismo, como 
antioxidantes ou suplementos vitamínicos, entre outros. Por essa importância, que 
as opções naturais começam a ganhar mais mercado a fim de substituir os corantes 
sintéticos para alimentos.14,18 
Para estimar o potencial fotossintético das plantas, teores de clorofila e 
carotenóides nas folhas são utilizados pela sua ligação direta à absorção e 
transferência de energia luminosa e ao crescimento e adaptação a diversos 
ambientes.19 A determinação do conteúdo de clorofila é comumente utilizada na 
pesquisa com plantas, e para isso, técnicas que necessitam de procedimentos de 
preparo de amostras envolvendo a destruição das mesmas são tradicionalmente 
utilizadas. Entre essas, três métodos são os mais utilizados para quantificação dos 
pigmentos, sendo estes a espectrofotometria, a fluorimetria e cromatografia líquida 
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de alta eficiência. O método por HPLC é o mais preciso, mas não é o mais 
adequado para análises de rotina de clorofila.20 Em geral, os métodos destrutivos 
utilizam vários protocolos de laboratório com elevado consumo de reagentes 
químicos, tornando-os caros além de trabalhosos.21  
Equipamentos portáteis baseados em sensores ópticos para estimar o 
conteúdo de clorofila nas folhas das plantas, foram desenvolvidos na década de 90, 
utilizando as características de refletância da clorofila.  Esses dispositivos, também 
chamados de clorofilômetros, determinam com rapidez o conteúdo de clorofila nas 
folhas e permitem estimar o estado nutricional de uma cultura para aplicações 
eficientes de fertilizantes nitrogenados.22 A análise do teor de clorofila é utilizada 
para avaliar o efeito das condições nutricionais do solo, encontrada correlação 
positiva entre teor de nutrientes e aumento da concentração dos pigmentos.23 
 
2.3.1 Clorofila 
 
Os pigmentos fotossintéticos presentes e sua abundância variam de acordo 
com a espécie. A clorofila  é a designação de um grupo 
de pigmentos fotossintéticos naturais presente nas plantas e em outros tecidos 
vegetais e está presente em todos os organismos que realizam fotossíntese 
oxigênica. Em 1818, Pelletier e Caventou propuseram o nome clorofila derivado das 
palavras gregas que significam verdes (chloros) e folha (phyllon).5  
A intensa coloração verde desse pigmento deve-se a suas 
fortes absorções das regiões azuis e vermelhas do espectro eletromagnético, e por 
conta dessas absorções a luz refletida e transmitida dá-se na sua cor complementar 
verde.24 São moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, tendo como 
átomo central o magnésio. Esse composto é uma estrutura macrocíclica assimétrica 
insaturada constituída por quatro anéis de pirrol. Esses anéis numeram-se de 1 a 4 
ou de “a” a “d”, de acordo com o sistema de numeração de Fisher. A clorofila 
presente nas plantas verdes pode ser de duas formas, a e b, enquanto as 
clorofilas c e d são encontradas especialmente em algas e cianobactérias. As 
clorofilas a e b  são encontradas quase sempre em conjunto, sendo a 
clorofila a mais abundante na maioria dos casos, numa proporção de 3:1 em relação 
à clorofila b.14 
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A clorofila a e b diferem nos substituintes de carbono C-3 (Figura 3).25 Na 
clorofila a o anel de porfirina contém um grupo metil (-CH3) no C-3 e a clorofila b 
contém um grupo aldeído (-CHO), que substitui o grupo metil (-CH3).
24 
 
Figura 3. Estrutura química da clorofila a e clorofila b. 
 
Fonte: STREIT et al. (2005) 
 
As clorofilas se localizam nos cloroplastos, onde a luz é capturada e se inicia 
o processo fotossintético, que é dividido em duas importantes reações, sendo uma 
fotoquímica ou fase luminosa, que ocorre nas membranas dos tilacóides da planta, e 
a outra bioquímica ou fase escura, no estroma do cloroplasto. Esta organela contém 
também os chamados pigmentos acessórios, como os carotenoides, além das 
clorofilas.24,26 
De acordo com Hartmut K. Lichtenthaler27, os dois principais máximos de 
absorção na região do vermelho e do azul de ambas as clorofilas (a e b) tem seus 
comprimentos de onda deslocados com o aumento da polaridade do solvente 
extrator. Quanto maior a polaridade do solvente, maior o comprimento de onda.  
Além de ser empregada em várias composições farmacêuticas, como 
cosméticos, material de higiene bucal, em dietas, culinária e até mesmo em alguns 
detergentes, este pigmento têm sido apontado como excelente 
fotossensibilizador, antioxidante e como agente terapêutico no combate de diversas 
doenças.28 Pesquisas recentes com derivados da clorofila tem relatado serem muito 
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eficazes como fotossensibilizadores naturais contra larvas de várias espécies de 
insetos, auxiliando no controle e eliminação da dengue.29 
 
2.3.2 Carotenóides 
 
Os carotenóides constituem um dos mais importantes grupos de pigmentos 
naturais devido à larga distribuição, diversidade estrutural e inúmeras funções. São 
corantes naturais, responsáveis pelas cores laranja, amarela e vermelha das frutas, 
hortaliças e plantas em geral.30 Geralmente, são tetraterpenóides com 40 átomos de 
carbono e se classificam em dois grupos básicos: carotenóides hidrocarbonados, 
denominados carotenos, e carotenóides oxigenados, denominadas xantofilas. 
Atualmente, já foram identificados mais de 600 tipos de carotenoides, classificados 
por diferentes estruturas e distribuídos em várias formas isoméricas.31 
Sua característica mais acentuada é a cadeia longa com sistemas de duplas 
ligações conjugadas, conhecido como grupamento cromóforo, responsável pela 
absorção de luz (Figura 4). Essas duplas ligações, podem ocorrer na forma cis ou 
trans. Os compostos com todas as ligações na forma trans apresentam uma cor 
mais escura, consequentemente, o aumento de ligações cis resulta em um 
enfraquecimento gradual da cor, perdendo também sua atividade pró-vitamínica.32 
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Figura 4. Estrutura química de carotenóides: carotenos (a) e xantofilas (b). 
 
Fonte: VALDUGA et al. (2009) 
Os carotenoides utilizados industrialmente são obtidos por via química ou 
extração de plantas e/ou algas. Devido à preocupação com o uso de aditivos 
químicos em alimentos, houve um crescente interesse nos carotenoides obtidos 
naturalmente por processos biotecnológicos. 
Tem sido dedicada, nos últimos anos, uma crescente atenção aos 
carotenoides no papel da dieta na saúde humana. Como não são produzidos de 
forma natural pelos animais, há grande procura por alimentos ricos destes 
pigmentos. Nos tecidos de plantas comestíveis como em animais, entre os 
pigmentos mais comuns estão o licopeno, α e β-caroteno, luteína e zeaxantina, e a 
astaxantina, encontrados no tomate, cenoura, milho e camarão, respectivamente.33 
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Além de seu amplo uso como corantes e no enriquecimento de alimentos, 
também são utilizados devido a sua atividade pró-vitamínica A e as propriedades 
que resultam em possíveis funções biológicas benéficas à saúde, destacando-se a 
inibição de doenças onde os radicais livres apresentam papel fundamental, tais 
como o fortalecimento do sistema imunológico e a diminuição do risco de doenças 
degenerativas como câncer, esclerose múltipla, catarata e doenças 
cardiovasculares.34 
 As condições ambientais como luminosidade, agitação, pH vem sendo 
examinados com atenção, há algumas décadas, a fim de avaliar os microrganismos 
produtores de pigmento (microalgas, fungos e bactérias), pois a composição do meio 
de cultivo na agricultura, tais como a fonte de carbono e nitrogênio, presença de 
metais, sais e agentes químicos é um fator que necessita de investigação para um 
aumento e melhora na produção de carotenoides.32 
 
2.4 Cromatografia líquida de alta eficiência  
 
A técnica de separação que foi utilizada nesse trabalho é conhecida como 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC do inglês, High Performance Liquid 
Chromatography), que se tornou indispensável como ferramenta analítica em muitos 
laboratórios. É a técnica mais empregada de cromatografia por eluição e é utilizada 
para a separação de uma grande variedade de espécies químicas, que variam 
desde materiais orgânicos e inorgânicos e se estendendo aos biológicos. Ela é 
baseada na interação do analito com uma fase estacionária finamente dividida no 
interior de uma coluna e uma fase móvel líquida sob alta pressão. Existem diversos 
tipos de mecanismos de separação cromatográfica, tais como a de partição, 
adsorção, troca iônica, exclusão, afinidade ou cromatografia quiral.35 
 
2.4.1 Instrumentação  
 
A instrumentação necessária na técnica de HPLC é simples, contendo uma 
bomba de alta pressão, um sistema de distribuição de solventes, uma válvula de 
injeção de amostra, uma coluna de alta pressão, um detector e um computador para 
o controle do sistema e análise dos dados (Figura 5), sendo que alguns aparelhos 
contém um forno para controle da temperatura da coluna cromatográfica.35,36 
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Figura 5. Instrumentação básica da cromatografia líquida de alta eficiência 
 
Fonte: Chemical instrumentation* 
*Disponível em: http://chemicalinstrumentation.weebly.com/hplc.html. Acesso em 
maio de 2016. 
 
Os solventes devem ser de alto grau de pureza e com mínima quantidade de 
gases dissolvidos. Há dois modos de eluição em cromatografia líquida: a eluição 
isocrática e a eluição por gradiente. A eluição isocrática é aquela que um único 
solvente ou uma mistura de solventes é mantido constante durante a análise, já a 
eluição com gradiente é aquela na qual ocorre a variação de quantidades de 
solventes orgânicos durante a corrida cromatográfica.35,36  
O principal componente é a coluna, na qual ocorre a partição do analito com a 
fase estacionária presente em seu interior, na qual pode ser polar ou apolar, 
dependendo da constituição do material que é feita a fase estacionária.35,36 
 
2.4.2 Modos de detecção  
 
Existe uma grande variedade de detectores disponíveis para os instrumentos 
de cromatografia líquida de alta eficiência. A escolha do melhor detector depende do 
tipo de analito que está sendo analisado no instrumento. Alguns exemplos são os de 
ultravioleta, índice de refração, eletroquímico, fluorescência, condutividade, 
espectrometria de massas.35,36 
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Um dos detectores mais amplamente empregados na cromatografia líquida é 
aquele baseado na absorção de radiação ultravioleta ou visível, sendo os detectores 
com um conjunto de fotodiodos (DAD) os mais modernos, sendo capazes de 
registrar o espectro inteiro de cada analito assim que ele é eluído da coluna.35,36 
Esse tipo de detector possui em sua constituição um conjunto de lâmpadas de 
deutério e de tungstênio que emitem radiação na região do UV-visível35, contribuindo 
com uma grande exatidão e precisão nas medidas de comprimento de onda, alta 
resolução e sensibilidade e um nível de sinal/ruído baixíssimo. Oferece também um 
espectro para cada tempo de retenção, permitindo a verificação da pureza do pico 
cromatográfico e da eficiência da separação.37 A Figura 6 apresenta de maneira 
esquemática como funciona esse detector.38 
 
Figura 6. Representação esquemática de um detector com arranjo de diodos. 
 
Fonte: LANÇAS (2009) 
 
2.4.3 Cromatografia liquida de ultra eficiência 
  
A cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC, do inglês Ultra Performance 
Liquid Chromatography) vem ganhando espaço em todas as áreas de aplicação da 
cromatografia líquida em decorrência das suas vantagens comparada à 
convencional HPLC. Com os mesmos princípios de separação da HPLC, esta 
técnica possui inúmeras vantagens permitindo análises mais rápidas e mais 
eficientes.39 
A partir de novas fases estacionárias e suportes cromatográficos, esta técnica 
tem sido alvo de novas pesquisas. Com colunas de dimensões reduzidas e 
recheadas com partículas menores de 2 μm geram um aumento significativo na 
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pressão cromatográfica, porém dentre suas melhorias estão o aumento da 
detectabilidade e sensibilidade, melhor resolução, com picos mais estreitos e menor 
tempo de retenção.39 
Em decorrência dessas vantagens, a técnica de UPLC tem sido bastante 
importante na “química verde”, pelo reduzido gasto de fase móvel, e assim, menor 
geração de resíduos.39 
 
2.5 Espectrofotometria no UV-VIS  
 
Espectroscopia é o estudo da interação entre matéria e radiação 
eletromagnética. A luz ultravioleta e a luz visível fornecem energia permitindo 
transições eletrônicas, promoção de um elétron de um orbital de menor energia ou 
estado fundamental para um orbital de maior energia, seu extado excitado. 
Dependendo da energia necessária para a transição eletrônica, a molécula pode 
absorver na região do ultravioleta ou no visível.40  
A técnica é fundamentada na lei de Lambert-Beer, que propõe que em um 
determinado comprimento de onda, a absorvância depende da concentração de 
espécies absorventes no meio em que a luz atravessa (Eq. 2).  
                                         A=εbc                                                     (2) 
Onde A é a absorvância, ε é a absortividade molar, b é o caminho ótico e C é 
a concentração da espécie absorvente.  
Por apresentar boa robustez, custo relativamente baixo e grande número de 
aplicações, a espectrofotometria na região do ultravioleta e do visível (UV-VIS) é 
uma ferramenta analítica consolidada, sendo uma das técnicas analíticas mais 
empregadas.41 
 
2.5.1 Instrumentação  
 
Os espectrofotômetros podem ser de feixe simples ou de feixe duplo onde um 
feixe de luz passa por um divisor de feixe o qual alternadamente direciona este para 
a amostra ou para a cela de referência várias vezes por segundo. Neste trabalho 
será utilizado o equipamento de feixe simples. 
26 
  
O espectrofotômetro de feixe simples (Figura 7) primeiramente registra o 
espectro da referência e em seguida o da amostra. Este consiste basicamente de 
uma fonte luz (A), onde normalmente usa-se lâmpada de deutério e tungstênio, 
sendo a primeira para a região do UV e a segunda para a região do visível.  
Outra parte de um espectrofotômetro é o monocromador (B). São destinados 
a selecionar faixas do espectro de emissão de luz. Os monocromadores podem ser 
de prismas, de grade, como da Figura 7, ou de filtro. Após passar pelos 
monocromadores o feixe de luz incide na amostra que está em uma célula (C). As 
células normalmente são de quartzo ou vidro, porém a de vidro só pode ser utilizada 
para análises na região do visível, pois absorve na região do UV.  
Por último, o detector (D). Os espectrofotômetros podem empregar um ou 
vários detectores. Os que empregam apenas um detector são chamados 
monocanais ou temporais e monitoram de forma sequencial as intensidades de 
radiação do espectro eletromagnético. Aqueles que empregam vários detectores são 
chamados multicanais ou espaciais, monitorando simultaneamente vários 
comprimentos de onda. Esses equipamentos também podem ser dispersivos, 
empregando, via de regra, uma rede de difração, e não-dispersivos, empregando, 
por exemplo, filtros ou diodos emissores de luz.37 
 
Figura 7. Representação esquemática de um espectrofotômetro (feixe simples) 
 
Fonte: Chemical Instrumentation* 
*Disponível em: http://chemicalinstrumentation.weebly.com/uv-spectrometry.html. 
Acesso em maio de 2016 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo Geral 
 
O principal objetivo do trabalho consiste na determinação de pigmentos 
fotossintéticos em alimentos utilizando a espectrofotometria e a cromatografia líquida 
de alta e ultra eficiência com detector de arranjo de diodos, como técnica de 
separação e detecção dos compostos de interesse. 
 
3.2 Objetivos Específicos 
 
 Preparar padrões analíticos de pigmentos fotossintéticos por cromatografia 
em coluna; 
 Otimizar a separação e detecção dos compostos em HPLC-DAD para UPLC-
DAD; 
 Testar metodologias para quantificação dos pigmentos usando 
espectrofotometria UV-Visível; 
 Preparar extratos vegetais para obtenção dos pigmentos; 
 Quantificar os pigmentos em diferentes matrizes vegetais. 
 Comparação dos resultados obtidos pelos métodos espectrofotométrico e 
UPLC, a fim de avaliar características de cada método para análise dos 
pigmentos. 
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4. METODOLOGIA 
 
O trabalho foi desenvolvido no laboratório de eletroforese capilar (LabEC) situado 
no departamento de química da Universidade Federal de Santa Catarina, 
Florianópolis. 
 
4.1 Materiais e reagentes 
 
Durante o experimento foram utilizados tubos de ensaio e vidrarias comuns 
de rotina: balões volumétricos, pipetas volumétricas calibradas e aferidas. Para 
todas as pesagens foi utilizada balança analítica Bel Engineering com precisão 0,1 
mg. Para as extrações dos pigmentos, foi utilizado acetona e clorofórmio (ambas, 
Vetec), para filtração sulfato de sódio anidro (Synth) e butil hidroxi tolueno (Sigma-
Aldrich) como antioxidante. Padrões de clorofila a, clorofila b e β-caroteno foram 
obtidos através de cromatografia em coluna aberta, com sílica gel (synth) e fase 
móvel composta por hexano e acetona (ambas, Synth). Padrão de luteína foi doado 
por Farma Service Distribuidora Ltda. Soluções padrão de estoque foram 
preparadas com diluente composto por ACN, MeOH e AcOEt (4:3:3, v/v/v) 
adquiridos da Aldrich, Vetec e Synth respectivamente, e armazenadas sob 
refrigeração (4 ºC). Para preparo da FM foram utilizados ACN e AcOEt grau HPLC 
(Aldrich e Synth, respectivamente), Trietanolamina (Química Moderna) e água pura 
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, United States). As soluções padrão de trabalho foram 
preparadas diariamente a partir da diluição das soluções estoque com o diluente. As 
amostras utilizadas para aplicação da metodologia desenvolvida, cenoura e 
espinafre foram adquiridas em mercado local.  
 
4.1.1 Preparo de padrões analíticos por cromatografia de coluna aberta 
 
 Os padrões analíticos dos pigmentos fotossintéticos usados foram 
preparados por extração a partir de amostras de espinafre empregando 
cromatografia em coluna aberta. Foi realizada a partir de 100,06 g de folhas de 
espinafre em 150 mL de clorofórmio, por maceração seguido de agitação, por 30 
minutos. Após filtração e rotaevaporação para retirada do solvente, o extrato foi 
ressuspenso em pequena quantidade de clorofórmio e adsorvido em sílica gel para 
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obtenção da pastilha contendo os pigmentos fotossintéticos de interesse para 
isolamento por cromatografia em coluna. A sílica gel também foi utilizada na coluna 
como fase estacionária. A eluição dos pigmentos de interesse foi realizada com fase 
móvel composta por hexano/acetona e as frações do eluato foram isoladas de 
acordo com as variações visuais na cor das bandas separadas e analisadas por 
espectrofotometria e UPLC-DAD para confirmação dos mesmos. 
 
4.2.1 Preparo das soluções padrão e curva de calibração  
 
4.2.1.1 Luteína e β-caroteno 
 
A solução analítica estoque de padrão de luteína foi preparada na 
concentração de 1000 μg.mL-1 em diluente ACN/MeOH/AcOEt (4:3:3, v/v/v), 
efetuando-se o cálculo para determinar a quantidade de padrão a ser pesado.  A 
solução analítica estoque do β-caroteno foi preparada a partir das frações do eluato 
recolhido da cromatografia em coluna.  
As soluções analíticas estoques foram preparadas em balão volumétrico de 
10 mL, sendo então transferidas para frascos âmbar (tampa contendo batoque de 
PTFE) e armazenadas em geladeira, por curto período, de forma a evitar a 
degradação dos analitos.  
A partir da solução estoque foi preparada as soluções de trabalho, na 
concentração de 100 μg.mL-1 para cada padrão. As curvas de calibração foram 
obtidas a partir de 6 níveis de concentração, utilizando triplicatas autênticas 
preparadas em diluente a partir da diluição das soluções de trabalho, com a 
concentração determinada pela leitura da absorvância de cada solução de trabalho, 
pela lei de Lambert-Beer.  
Os níveis de concentração para o β-caroteno foram 0,98; 1,97; 2,95; 4,92; 
6,88 e 9,83 mg L-1 e para a luteína foram de 3,20; 6,40; 10,0; 16,0; 22,40 e 32,00 mg 
L-1. Após preparadas, essas soluções foram diretamente injetadas no UPLC. 
 
4.2.1.2 Clorofilas 
 
As soluções analíticas de trabalho das clorofilas foram preparadas a partir das 
frações de eluato recolhidas na coluna cromatográfica e as concentrações 
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determinadas pela lei de Lambert-Beer. As soluções de trabalho feitas em diluente 
ACN/MeOH/AcOEt (4:3:3, v/v/v), obtiveram concentrações de 11,67 μg.mL-1 e 5,10 
μg.mL-1, para a clorofila a e clorofila b, respectivamente. 
As curvas de calibração foram preparadas em 5 níveis de concentração, 
utilizando triplicatas autênticas preparadas em diluente a partir da diluição das 
soluções de trabalho. Os níveis de concentração para clorofila a foram 1,17; 2,29; 
4,67; 7,00 e 11,67 μg.mL-1 e para clorofila b foram de 0,51; 1,02; 2,04; 3,06 e 5,10 
μg.mL-1. Após preparadas, essas soluções foram diretamente injetadas no HPLC. 
 
 4.2 Preparo das amostras 
 
O processo de extração foi realizado com base no trabalho de CHU et al.,43 
com algumas modificações. Foram utilizadas amostras de cenoura e espinafre. As 
amostras foram trituradas e para extração dos pigmentos fotossintéticos, foi pesado 
1 g de cada e mantido em agitação por 1 hora, em sistema fechado e protegido da 
luz, com 10 mL de acetona contendo 0,1% de BHT. Após agitação, o extrato foi 
filtrado em papel filtro contendo sulfato de sódio anidro para retirar qualquer resíduo 
aquoso, e então coletado 1 mL do filtrado em triplicata. Para a análise 
espectrofotométrica, foi adicionado 1 mL de cada extrato em balão volumétrico de 5 
mL, e avolumado com acetona p.a. Para a análise cromatográfica, foi coletado 1 mL 
dos extratos em eppendorf, seco em nitrogênio (N2) e ressuspendido no diluente. Os 
extratos foram armazenados em uma temperatura aproximada de 5-10°C e 
protegidos da luminosidade até análise, que foi efetuada no mesmo dia, a fim de 
evitar degradação dos pigmentos fotossintéticos. 
 
4.3 Cromatografia líquida de alta eficiência  
 
As análises cromatográficas foram realizadas em um cromatógrafo líquido de 
alta eficiência modelo 1290 G1311B (Agilent Technologies, Alemanha) equipado 
com detector DAD modelo G4212B. Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 
(Gemini – Phenomenex, com dimensões de 150 mm x 4,6 mm, com tamanho de 
partícula de 5 μm). A degaseificação da FM foi feita por imersão do frasco contendo 
a solução em um equipamento de ultrassom com o bocal do frasco conectado a uma 
bomba de vácuo. As injeções foram realizadas no modo manual com o auxílio de 
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uma micro seringa, em uma alça de amostragem com capacidade volumétrica de 20 
µL.  
 
4.3.1 Cromatografia líquida de ultra eficiência  
 
As análises cromatográficas foram realizadas em um cromatógrafo líquido de 
alta eficiência modelo 1290 G1311B (Agilent Technologies, Alemanha) equipado 
com detector DAD modelo G4212B. Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 
(ZORBAX RRHD Eclipse Plus, 50 mm x 2,1 mm e tamanho da partícula de 1.8 μm) 
com limite de pressão de até 1200 bar. A degaseificação da FM foi feita por imersão 
do frasco contendo a solução em um equipamento de ultrassom com o bocal do 
frasco conectado a uma bomba de vácuo. As injeções foram realizadas no modo 
manual com o auxílio de uma micro seringa, em uma alça de amostragem com 
capacidade volumétrica de 5 µL.  
 
4.3.1.1 Condições cromatográficas  
 
As análises foram realizadas em modo gradiente com fase móvel composta 
por 90% acetonitrila e 10% água com 0,1% de trietanolamina (Solvente A) por 2,5 
minutos, em seguida, aumento para 50% acetato de etila à 100% (Solvente B), por 
2,5 minutos, e mantido a 50% do solvente A e 50% do solvente B, por mais 2,5 
minutos, e por fim, retorna-se as condições iniciais do gradiente destinados ao 
condicionamento da coluna.  O volume de injeção foi de 5 µL e o fluxo de 1 mL.min-
1. As análises foram realizadas a temperatura ambiente (~25°C), com monitoramento 
em 445 nm, e análises espectrais de 200 a 600 nm gravadas e armazenadas 
durante a corrida. 
 
4.4.2 Espectrofotometria 
 
As análises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotômetro de 
absorção UV-Vis modelo HP8453 (Hewlett Packard, Alemanha) de feixe simples, 
com arranjo de diodos. Foram utilizadas cubetas de vidro com o caminho ótico igual 
a 1 cm.  As amostras passaram por uma filtração, retendo as impurezas, pois como 
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se trata de um método colorimétrico, a transparência da amostra pode afetar nos 
resultados expressos. As leituras foram realizadas em 470; 644,8; 661,6 e 750 nm. 
 
4.5 Validação de métodos analíticos cromatográficos 
 
Os parâmetros analíticos mais utilizados para avaliar métodos de separação 
são: 
Seletividade: é a capacidade do método em quantificar analito na presença de 
interferentes existentes na mostra com exatidão44; 
Linearidade: é a eficiência do método em fornecer resultados diretamente 
proporcionais a concentração do analito, dentro de uma determinada faixa de 
aplicação44; 
Faixa aplicação: corresponde ao intervalo entre o valor inferior e superior do analito 
em estudo44; 
Limite de Detecção (LOD): é a menor concentração que pode ser detectada do 
analito presente na amostra45, calculado a partir da equação 3: 
𝐿𝑂𝐷 = 3,3 ×
𝑠
𝑆
  
 
 
Limite de Quantificação (LOQ): é a menor concentração do analito presente na 
amostra que pode ser quantificada44, calculado a partir da equação 4: 
𝐿𝑂𝑄 = 10 ×
𝑠
𝑆
 
 
Exatidão: é a proximidade dos valores experimentais obtidos em relação ao valor 
verdadeiro. Os processos mais utilizados para analisar a exatidão de um método, 
são: materiais de referência, adição de padrão, ensaios de recuperação e 
comparação de métodos44,45; 
Precisão: corresponde a dispersão de resultados entre ensaio repetidos, 
independente de uma amostra, padrões ou amostras diferentes. A precisão pode ser 
avaliada por meio da repetibilidade (várias medições da mesma amostra em 
diferentes preparações), precisão intermediária (analisar a mesma amostra no 
mesmo laboratório, mas com diferentes analistas ou diferentes dias ou diferentes 
equipamentos) e reprodutibilidade (avaliado por meio de um estudo inter-laboratorial 
através da mudança de local, equipamentos, operador e entre outros obtendo um 
grau de concordância entre os resultados das medições)44,45;  
X 
4 
3 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
5.1 Obtenção dos padrões analíticos por cromatografia em coluna 
 
Com base no artigo publicado na Analytical Chemistry an Indian Journal de 
Sidney Pacheco et. al.,42 a maior dificuldade em análises quantitativas por HPLC, é a 
obtenção de padrões analíticos. Padrões com alta pureza e certificação na maioria 
das vezes dependem de importações e alto custo de aquisição, como no caso dos 
pigmentos que possuem uma média de preço de R$ 1500,00 para 1 mg de cada 
padrão verificado no site de compras da Sigma-Aldrich. E em alguns casos o padrão 
requerido pode não ter ainda disponibilidade comercial. 
Uma alternativa que pode ser utilizada é a obtenção de padrões via 
cromatografia em coluna aberta. A partir desta metodologia, foram isolados três 
compostos para utilização como padrões analíticos, para posterior quantificação das 
amostras de interesse. 
O β-caroteno é um pigmento representativo da classe dos carotenoides, e possui 
propriedade lipofílica. Os carotenos, formados apenas por átomos de carbono e 
hidrogênio, são moléculas apolares, já as xantofilas, representada pela luteína, 
possuem pequenos números de grupos funcionais oxigenados, tornando 
ligeiramente mais polar. As clorofilas também possuem cadeias hidrocarbonadas, 
mas devido ao seu núcleo central de porfirina contendo quatro átomos de nitrogênio 
coordenados ao metal magnésio, assim como os grupos éster e cetona presentes na 
molécula, tornam as clorofilas mais polares que os carotenoides, com a clorofila b 
possuindo maior polaridade em comparação à clorofila a, devido a substituição do 
grupo metil por um grupo aldeído. Sendo assim, com a fase móvel apolar e a fase 
estacionária polar, os pigmentos eluem na ordem de interação carotenoides > 
clorofila a > clorofila b. A técnica de cromatografia em camada delgada foi utilizada 
para avaliar a melhor fase móvel para separação dos pigmentos fotossintéticos 
eluidos da coluna aberta. A obtenção da melhor separação dos pigmentos do 
espinafre se dá por hexano e acetona numa proporção de 80:20, respectivamente, 
como pode-se observar na figura abaixo: 
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Figura 8. Cromatografia em camada delgada 
 
Fonte: Autoria própria (2016) 
 
A eluição da coluna foi realizada com fase móvel de hexano/acetona (80:20) e 
as frações do eluato foram isoladas de acordo com as variações visuais na cor das 
bandas separadas (Figura 9). Foram obtidas 43 frações, todas analisadas por 
espectrofotometria e UPLC-DAD, para confirmação dos analitos isolados. As frações 
de 2 a 4 continham β-caroteno, de 8 a 12 continham clorofila a e de 36 a 38 
continham clorofila b. Esses dados foram confirmados pelo espectro de absorção de 
cada um, comparados a literatura. 
 
Figura 9. Cromatografia em coluna aberta de extrato de espinafre 
 
Fonte: Autoria própria (2016) 
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Após preparo das amostras, descrita no item 4.2, os pigmentos foram 
isolados em coluna cromatográfica aberta de sílica ativada e recolhidos 
manualmente. As frações obtidas foram analisadas por cromatografia líquida de alta 
eficiência, apresentando β-caroteno, clorofila a e clorofila b com purezas de 95%, 
96% e 93%, respectivamente. A Luteína foi fornecida pela empresa Farma Service. 
Os cromatogramas a seguir juntamente dos espectros de UV-Vis monitorados 
nos comprimentos de onda de absorção máxima referente a cada pigmento 
confirmam os analitos β-caroteno, clorofila a e clorofila b. 
 
Figura 10: Cromatogramas dos pigmentos fotossintéticos isolados por cromatografia 
em coluna com o espectro de absorção de cada analito 
 
 
  
β-caroteno 
Clorofila a 
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Figura 11: Cromatogramas dos pigmentos fotossintéticos isolados por cromatografia 
em coluna com o espectro de absorção de cada analito 
 
 
 
 
*1000 μL do eluato, seco em N2(g) e ressuspendido em 300 μL do diluente. 
Condições cromatográficas: fase estacionária, C18 (50 mm x 2,1 mm d.i., 1.8 μm), 
fase móvel em gradiente 100% solvente A (ACN/H20/Trietanolamina 90:9,9:0,1) 2,5 
min; 50% solvente B (AcOEt), 2,5 min; solvente A/solvente B 50:50, 2,5 min, e 
retorna-se as condições iniciais do gradiente. Volume de injeção de 5 μL e fluxo de 1 
mL.min-1. 
Fonte: Autoria própria (2016) 
 
5.1.1 Lei de Lambert-Beer 
 
Segundo a lei de Lambert-Beer (Eq. 2, item 2.5) a absorvância é muito 
importante porque ela é diretamente proporcional à concentração, c, de espécies 
absorventes de luz na amostra. A grandeza ε (épsilon) é chamada de absortividade 
molar (ou coeficiente de extinção) e é a característica de uma substância que nos 
indica a quantidade de luz absorvida num determinado comprimento de onda.36 
Clorofila b 
Luteína 
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Sabendo-se o ε específico de cada analito em determinados solventes 
(anexo) e com o auxílio de um espectrofotômetro UV-VIS pode-se obter as 
absorvâncias dos pigmentos isolados em seus comprimentos de onda de absorção 
máxima, obtendo a concentração para cada pigmento isolado, β-caroteno e 
clorofilas, e também para a luteína, utilizando a equação 2. Os parâmetros utilizados 
e resultados são apresentados na tabela 1. 
 
Tabela 1: Parâmetros utilizados e resultados obtidos por espectrofotometria 
Pigmento Solvente ε Λ 
(nm) 
Amédia 
n=3 
b 
(cm) 
C* 
(µg.mL-1) 
β-caroteno Hexano 2592 
 (100mL.g-1.cm-1) 
453 0,0765 1 9,83 
Luteína Etanol 2550 
(100mL.g
-1
.cm
-1
) 
445 0,2451 1 32,0 
Clorofila a Acetona 88,15 
(1000mL.g
-1
.cm
-1
) 
663 0,6130 1 11,67 
Clorofila b Etanol 
90% 
51,36 
(1000mL.g
-1
.cm
-1
) 
647 0,5741 1 5,10 
*Calculado a partir da equação de lei de Lambert-Beer 
 
Com a concentração calculada a partir da lei de Lambert-Beer, pode-se corrigir a 
concentração na faixa linear utilizada para a construção da curva de calibração de 
cada padrão obtido. 
 
 
5.2 Desenvolvimento do método por UPLC 
 
5.2.1 Otimizações cromatográficas de HPLC para UPLC 
 
O método analítico proposto por CHU et al.43 para separação cromatográfica 
dos carotenoides por HPLC-DAD  realizada em fase reversa com uma coluna C18 
Gemini- Phenomenex (150 mm x 4,6 mm, 5 μm) e volume de injeção de 20 μL, 
segundo o cromatograma, apresentou tempo de análise total de 60 minutos. 
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Figura 12: Cromatograma obtido nas condições de CHU et. al. usando HPLC. 
 
Identificação dos picos: luteína (1); clorofila b (2); clorofila a e β-caroteno 
 
A análise do cromatograma acima mostra a eficiente separação dos 
carotenoides na metodologia adotada, mas observando o tempo de análise, algumas 
modificações nas condições cromatográficas foram realizadas, a fim de otimizar o 
tempo envolvido. Para isto, foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 (ZORBAX 
RRHD Eclipse Plus) de menor comprimento e diâmetro, com tamanho da partícula 
de 1.8 μm, com volume de injeção de 5 μL. O fluxo foi mantido em 1 mL/min. Dessa 
forma, obteve-se uma condição cromatográfica de ultra eficiência (Figura 13), 
reduzindo em mais de 80% o tempo de análise, além da redução da quantidade 
significativa de fase móvel utilizada. 
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Figura 13. Cromatograma obtido após otimizações feitas em condições UPLC. 
 
Identificação dos picos: luteína (1); clorofila b (2); clorofila a e β-caroteno 
 
Foi alcançado um tempo de análise de 10 minutos, incluindo o 
condicionamento da coluna. Em comparação ao método de HPLC houve uma 
variação significativa na altura de pratos, como na quantidade de pratos por metro. A 
resolução entre os picos de clorofila a e b foram calculados, obtendo 1,90 para 
UPLC e 1,94 para HPLC, mostrando uma separação eficiente devido aos valores 
próximos, mesmo em menor tempo de análise, confirmando a eficiência de UPLC. 
Os parâmetros cromatográficos e de desempenho de separação do método foram 
avaliados e os resultados apresentados na Tabela 2.  
 
Tabela 2. Parâmetros cromatográficos e de desempenho do método desenvolvido 
por HPLC-DAD e UPLC-DAD. 
 HPLC-DAD UPLC-DAD 
 Altura (H) (mm) N/m Altura (H) (mm) N/m 
Luteína 0,3363 2973 
 
0,3003 
 
3330 
 
Clorofila a 0,0159 
 
62640 
 
0,0055 
 
180681 
 
Clorofila b 0,0075 
 
133190 
 
0,0039 
 
255618 
 
β-caroteno 0,0165 
 
60425 
 
0,0042 
 
236295 
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5.2.2 Avaliação do desempenho do método (quantitativo) 
 
Para a quantificação das amostras foi construída uma curva de calibração 
para cada padrão feito a partir das soluções estoque e analisadas nas condições 
cromatográficas de UPLC e monitoramento em 445 nm, na qual foram plotadas as 
áreas de seus respectivos picos vs sua concentração.  
Para avaliar o desempenho do método desenvolvido para análises 
quantitativas, os parâmetros foram avaliados conforme descrito no item 4.5, e os 
resultados apresentados na tabela 3 e 4. 
 
Tabela 3. Resultados obtidos das curvas de calibração dos carotenoides a partir do 
método cromatográfico aplicado. 
Parâmetros β-caroteno Luteína 
Faixa linear 0,98 – 9,83 µg mL
-1
 3,20 – 32,0  µg mL
-1
 
Equação da curva (n=3) y = 40,685x - 1,8112 y = 84,862x + 25,733 
Linearidade (R2) 0,9999 0,9974 
Slope ± desvio padrão 41,359 ± 0,133 85,059 ± 2,170 
Intercepto ± desvio padrão -1,552 ± 0,731 21,109 ± 38,942 
LOD 0,33 µg mL
-1
 1,07 µg mL
-1
 
LOQ 0,98 µg mL
-1
 3,20 µg mL
-1
 
 
Tabela 4. Resultados obtidos das curvas de calibração das clorofilas a partir do 
método cromatográfico aplicado. 
Parâmetros Clorofila a Clorofila b 
Faixa linear 1,17 – 11,67 µg mL
-1
 0,51 – 5,10 µg mL
-1
 
Equação da curva (n=3) y = 6,8052x + 3,0749 y=14,303x + 3,7261 
Linearidade (R2) 0,9988 
 
0,9915 
 
Slope ± desvio padrão 6,807 ±  0,134 14,304 ± 0,764 
Intercepto ± desvio padrão 3,066 ± 0,876 3,722 ± 2,183 
LOD 0,39 µg mL
-1
 0,17 µg mL
-1
 
LOQ 1,17 µg mL
-1
 0,51 µg mL
-1
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A partir das curvas de calibração obtidas, a linearidade do método para os 
pigmentos foram apresentadas pelos coeficientes de determinação (R2), os quais 
demonstraram linearidade adequada na faixa de concentração estudada para todos 
os padrões. 
 
5.2.3 Aplicação 
 
O método desenvolvido foi aplicado em extratos de amostra de cenoura e 
espinafre. A quantificação foi realizada utilizando-se a curva de calibração externa. 
O preparo da amostra e as quantificações foram realizadas em triplicata.  
As clorofilas a e b e os carotenoides podem ser identificados pelos seus 
tempos de retenção e espectros de absorção, incluindo o comprimento de onda de 
máxima absorção quando comparados com os cromatogramas de seus padrões. Os 
cromatogramas das extrações de cenoura e espinafre estão demonstrado na figura 
15 e 16 abaixo:  
 
Figura 14: Cromatograma extrato de cenoura  
 
Condições cromatográficas: fase estacionária, C18 (50 mm x 2,1 mm d.i., 1.8 μm), fase 
móvel em gradiente 100% solvente A (ACN/H20/Trietanolamina 90:9,9:0,1) 2,5 min; 50% 
solvente B (AcOEt), 2,5 min; solvente A/solvente B 50:50, 2,5 min. Volume de injeção de 5 
μL e fluxo de 1 mL.min-1. Identificação dos picos: luteína (1) e β-caroteno (2). 
Fonte: Autoria própria (2016) 
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Figura 15: Cromatograma extrato de espinafre 
 
Condições cromatográficas: fase estacionária, C18 (50 mm x 2,1 mm d.i., 1.8 μm), fase 
móvel em gradiente 100% solvente A (ACN/H20/Trietanolamina 90:9,9:0,1) 2,5 min; 50% 
solvente B (AcOEt), 2,5 min; solvente A/solvente B 50:50, 2,5 min. Volume de injeção de 5 
μL e fluxo de 1 mL.min-1. Identificação dos picos: luteína (1); clorofila b (2); clorofila a (3); β-
caroteno (4). 
Fonte: Autoria própria (2016) 
 
 
Após identificação dos picos correspondentes a cada pigmento, pode-se 
quantificar as amostras a partir das equações de reta obtidos da curva de calibração 
dos padrões de cada analito.  
Para a amostra de cenoura a quantidade mensurada pelo método 
desenvolvido foi 0,14 ± 0,08 µg mL-1  referente a luteína e de 8,26 ±0,31 µg mL-1 
referente ao β-caroteno, totalizando 8,40 ± 0,39 µg mL-1  de carotenoides totais. 
Clorofilas não foram detectadas, como já era de se esperar devido a coloração. Para 
a amostra de espinafre a quantidade encontrada foi de 6,65 ±0,05 µg mL-1  referente 
a luteína, 5,58 ± 0,08 µg mL-1  para o β-caroteno, totalizando 12,23 ± 0,13 µg mL-1  de 
carotenoides totais. Para a luteína foi considerada a área dos picos próximos ao seu 
pico correspondente devido a provável coeluição, que foi observado através dos 
espectros de absorção detectado, serem iguais à luteína, considerando como 
carotenoides totais. Para a clorofilas a e b as quantidades encontradas foram de 
58,88 ± 0,76 µg mL-1 e 23,27 ±0,20 µg mL-1, respectivamente. 
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5.2.4 Determinação dos pigmentos fotossintéticos por espectrofotometria de 
absorção molecular no UV-Vis 
 
A presença de grupos cromóforos nos analitos estudados, como a molécula 
de porfirina nas clorofilas e as longas cadeias de hidrocarbonetos insaturados 
formando a classe dos terpenos nos carotenoides, apresentam absorção na região 
do UV-Vis, o que permitiu a utilização deste tipo de detector (disponível no 
laboratório) nas análises. A utilização do detector de arranjo de diodos do HPLC 
permitiu a confirmação dos analitos pela obtenção dos respectivos espectros (Figura 
16) comparadas à literatura (anexo). 
  
Figura 16. Espectros com banda de absorção na região UV-Vis dos pigmentos 
fotossintéticos. 
 
*Identificação das bandas de absorção: β-caroteno (A), Luteína (B), clorofila a (C) e 
clorofila b (D). 
Fonte: Autoria própria (2016) 
 
O detector utilizado nas análises por HPLC apresentou problemas quanto a 
faixa de comprimento de onda. Por este tipo de detector conter lâmpadas de 
deutério e tungstênio esperasse que abrangesse toda a região do UV-Vis, na faixa 
de intervalo de 190 – 800 nm, mas o detector só alcançou 640 nm, sendo assim os 
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espectros de carotenoides puderam ser obtidos por completo, mas as clorofilas a e b 
como possuem dois máximos de absorção, sendo um deles em 662,1 e 645,5 nm 
(em acetona) respectivamente, não puderam ser observadas, apenas o máximo de 
absorção na região dos 400 nm destes analitos, obtendo um espectro incompleto, 
mas que já pode ser utilizado por ser bem característico. 
 
5.2 Desenvolvimento do método por espectrofotometria  
 
Para aplicação do método espectrofotométrico na determinação e 
quantificação das amostras de pigmentos fotossintéticos, existem várias equações 
em diferentes solventes, citados por diversas referências46,47. 
 Estas equações são baseadas na redeterminação dos coeficientes de 
absorção em diversos solventes para a determinação simultânea das clorofilas, 
relacionando as clorofilas a e b, como também dos carotenoides nos extratos de 
pigmentos.  
Segundo equações publicadas por Lichtenthaler e Buschmann48, a 
absorvância dos extratos de cenoura e espinafre foram medidos nos comprimentos 
de onda de 470,0; 644,8; 661,6; 750,0 nm em acetona com um ensaio em branco. A 
equação utilizada para a determinação dos pigmentos utilizando acetona p.a como 
solvente é demonstrada abaixo: 
 
Ca = 11,24 A661.6 - 2,04 A644.8 
Cb = 20,13 A644.8 – 4,19 A661.6 
C(x+c) = (1000 A470 – 1,90Ca – 63,14Cb) / 214 
 
Onde Ca é a clorofila a, Cb é a clorofila b e C(x+c) são os carotenoides totais, 
todas expressas em µg.mL-1 e sendo A referente a absorvância obtida nos 
comprimentos de onda específico no solvente utilizado. 
Para a amostra de cenoura foi obtido uma absorvância média de 0,2884 em 
λ=470 nm, e sem valores significantes de absorvância para λ= 644,8 e λ= 661,6; 
como já esperava-se pois a coloração laranja da cenoura indica a ausência de 
clorofilas e presença de carotenoides. Para a amostra de espinafre, a absorvância 
média obtida nos comprimentos de onda de 470,0; 644,8 e 661,6 foram 0,8422; 
(Eq. 5) 
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0,3873 e 1,0216 respectivamente. Portando, foi encontrado na cenoura uma 
quantidade mensurável de 6,74 µg mL-1 de carotenoides totais, e para a amostra de 
espinafre 53,46 µg mL-1 de clorofila a, 17,58 µg mL-1 de clorofila b e 14,01 µg mL-1 de 
carotenoides totais. 
 
5.3 Comparação dos resultados obtidos por cada metodologia empregada 
 
Estudadas e aplicadas duas técnicas de determinação e quantificação para 
pigmentos fotossintéticos, pôde-se avalia-las a fim de se obter a melhor resposta. 
Assim, para avaliação da exatidão do método os dados obtidos por UPLC foram 
comparados com os dados obtidos por espectrofotometria. Analisando os dados da 
Tabela 5 podemos concluir que o método desenvolvido apresenta uma boa exatidão 
quando comparado com os dados obtidos por espectrofotometria aliada a Equação 
5. 
 
Tabela 5: Comparação da concentração encontra entre as técnicas nas amostras 
Amostra Carotenoides 
totais 
Clorofila a Clorofila b 
Espinafre (UPLC) 12,23 µg mL-1 58,88 µg mL-1 23,27 µg mL-1 
Espinafre 
(Espectrofotometria) 
14,01 µg mL-1 53,46 µg mL-1 17,58 µg mL-1 
Cenoura (UPLC) 8,40 µg mL-1 - - 
Cenoura 
(Espectrofotometria) 
6,74 µg mL-1 - - 
 
Para a amostra de espinafre, os valores obtidos para a concentração das 
clorofilas foi observada uma diferença maior nos resultados entre essas, quando em 
comparação aos carotenoides totais, para ambas as técnicas. Possivelmente deve-
se à fotossinsibilidade das clorofilas a e b, por isso a rápida degradação mesmo com 
a análise sendo realizada no mesmo dia. 
Realizando um teste t pareado para avaliação das diferenças obtidas entre as 
concentrações, foi observado que a diferença não foi significativa, obtendo um valor 
aceito entre todas as concentrações, sendo o valor de t calculado menor que o t 
crítico.  
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A partir dos resultados obtidos e as metodologias empregada para análise dos 
pigmentos fotossintéticos, foi observado que a técnica de cromatografia líquida 
possui resultados mais exatos e precisos que a espectrofotometria, porém de alto 
custo. Mas UPLC se torna melhor que HPLC devido a significativa redução de tempo 
e gasto de solvente. A técnica de espectrofotometria UV-Vis é menos seletiva que 
UPLC, quando há necessidade de uma especiação, porém possui um custo de 
aquisição e operação muito menor, sendo assim mais acessível. 
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6. CONCLUSÃO 
 
Comparando as duas técnicas estudadas neste trabalho, cromatografia 
líquida de ultra eficiência e espectrofotometria, foram obtidos valores muito próximos 
de concentração de clorofila e carotenoides, mostrando que ambas as técnicas 
podem ser utilizadas de forma eficiente para a quantificação destes analitos. 
Para aplicação em agricultura, onde o intuito é quantificar as clorofilas a e b e 
carotenoides totais, a técnica de espectrofotometria se mostrou bastante satisfatória, 
baseado nos valores obtidos, visando uma análise rápida e baixo custo. Entretanto, 
em uma análise onde a especiação seja necessária, como a quantificação de cada 
pigmento dos carotenoides, este método não é adequado, sendo mais interessante 
assim, o método desenvolvido para técnica de UPLC, onde é possível fazer a 
especiação dos carotenoides, que também se mostrou eficiente, com boa resolução, 
menor quantidade de fase móvel e maior velocidade em relação a HPLC. 
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8 ANEXOS 
 
Anexo 1 – Propriedades da molécula de luteína  
 
 
Fonte: ALFRED-WEGENER-INSTITUT (AWI). Disponível em: 
https://epic.awi.de/28847/1/Jef1997ac.pdf. Acesso em junho de 2016. 
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Anexo 2 - Propriedades da molécula de clorofila b. 
 
 
Fonte: ALFRED-WEGENER-INSTITUT (AWI). Disponível em: 
https://epic.awi.de/28829/1/Jef1997k.pdf. Acesso em junho de 2016. 
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Anexo 3 - Propriedades da molécula de clorofila a. 
 
 
Fonte: ALFRED-WEGENER-INSTITUT (AWI). Disponível em: 
https://epic.awi.de/28828/1/Jef1997j.pdf. Acesso em junho de 2016. 
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Anexo 4 – Propriedades da molécula de β-caroteno. 
 
 
Fonte: ALFRED-WEGENER-INSTITUT (AWI). Disponível em: 
https://epic.awi.de/28824/1/Jef1997f.pdf. Acesso em junho de 2016. 
 
 
 
 
